(12) DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION 
1 ' EN MATIERE DE BREVETS (PCT) 



(19) Organisation Mondiale de la Propria 
Intellectuelle 

Bureau international 

(43) Date de la publication Internationale 
1 mai 2003 (01.05.2003) 




PCT 



(10) Num£ro de publication internationale 

WO 03/035853 Al 



(51) Classification internationale des brevets 7 : C12N 5/06, 

5/10, C12Q 1/02 

(21) Numero de la demande internationale : 

v PCT/FR02/03616 

(22) Date de depot international : 

22 octobre 2002 (22.10.2002) 



(25) Langue de depdt : 

(26) Langue de publication : 



francais 
francais 



(30) Donnees relatives a la priorite : 

01/13608 22 octobre 2001 (22.10.2001) FR 

(71) Deposants (pour tous les Etats designes sauf US) 
: INSTITUT NATIONAL DE LA RECHERCHE 
AGRONOMIQUE (EMRA) [FR/FR]; 147, rue dc l'Uni- 
versite, F-75007 Paris (FR). ECOLE NATIONALE 
| VETERINAIRE DE MAISONS ALFORT (ENVA) 
\ [FR/FR]; 7, avenue du General de Gaulle, F-94704 
! Maisons Alfort (FR). 



du General de Gaulle, F-94704 Maisons Alfort (FR). 
AROCK, Michel PH]; 113, rue du Chateau, F-75014 
Paris (FR). 

(74) Mandataires : VIALLE-PRESLES, Marie Jose etc.; 
Cabinet Ores, 36, rue de St. P&ersbourg, F-75008 Paris 
(FR). 

(81) Etats designes (national) : AE, AG, AL, AM, AT, AU, AZ, 
BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CO, CR, CU, CZ, 
DE DK, DM, DZ, EC, EE, ES, FI, GB, GD, GE, GH, GM, 
HR HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, KR, KZ, LC, LK, 
lr' LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN, MW, MX, 
MZ, NO, NZ, OM, PH, PL, PT, RO, RU, SD, SE, SG, SI, 
SK, SL, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, 
VN, YU, ZA, ZM, ZW. 

(84) Etats designes (regional) : brevet ARIPO (GH, GM, KE, 
LS MW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW), brevet 
eurasien (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), brevet 
europeen (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE, ES, FI, 
FR GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE, SK, TR), brevet 
OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GQ, GW, ML, 
MR, NE, SN, TO, TG). 



(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeurs/DSposants (pour US seulement) : FEME- 
NIA, Francoise [FR/FR]; 36, avenue du Bois Guimier, 
F-94100 Saint-Maur-Des-Fosses (FR). DELOUIS, 
Claude [FR/FR]; 5, Pare de Diane, F-78350 Jouy-en-Josas 
(FR). PARODI, Andre, Laurent [FR/FR]; 61, avenue 
Albert er, F-94210 Saint-Maur-la-Varenne (FR). LILIN, 
S Thomas [FR/FR]; Ecole Nationale Veterinaire, 7, avenue 



Publiee : 

— avec rapport de recherche internationale 

En ce qui concerne les codes a deux lettres et autres abrevia- 
tions, se referer aux "Notes explicatives relatives aux codes et 
abreviations" figurant au debut de chaque numero ordinaire de 
la Gazette du PCT. 



m 

IT) 
00 
ID 

O 



(54) Title: PIG MAST CELL CULTURES AND USES THEREOF 
(54) Titre : CULTURES DE MASTOCYTES DE PORC ET LEURS UTILISATIONS 

(57) Abstract: The invention concerns a method for obtaining pure pig mas, cell cultures by culturing -»«*dM fromthe 
Sandthe fetal marrow in the presenceof IL-3 and SCF.The invention also concerns pg mast cell hues denved from sard cultures. 
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CULTURES DE MASTOCYTES DE PORC ET LEURS UTILISATIONS 

L' invention est relative a des cultures de 
mastocytes de pore et a leurs utilisations. 

Les mastocytes sont des cellules du systeme 
immunitaire, qui interviennent dans la reponse inf lammatoire, 
notamment dans les phenomenes d'allergie et 
d' hypersensibilite. Elles sont localisees dans le tissu 
conjonctif, notamment au niveau de la peau, des tractus 
digestif et respiratoire, et dans les muqueuses intestinales 
et respiratoires. II existe egalement un petit nombre de 
mastocytes dans la moelle osseuse et dans les organes 
lymphoides . 

Les mastocytes matures, quelle que soit leur 
localisation, ont en commun certaines caracteristiques telles 

15 que la presence de nombreuses granulations intra 
cytoplasmiques metachromatiques . II s'agit de cellules 
arrondies d'un diametre de 13 a 22 urn ; elles possedent un 
noyau arrondi, unique, central ou le plus souvent excentre. 
Le cytoplasme est entierement rempli de granulations, 

20 l'abondance des granulations recouvrant parfois une partie du 
noyau. 

Ces granulations renferment differentes 
substances chimiques synthetisees par les mastocytes, parmi 
lesquelles on citera notamment 1' histamine, la serotonine, 

25 des proteoglycannes tels que l'heparine ou le chondroitine 
sulfate, des enzymes, notamment des proteases, des cytokines 
telles que le TNF-alpha, et des facteurs "chimioattractants" 
des eosinophiles et des neutrophiles (ABRAHAM et MALAVIYA, 
Infection and Immunity, 65, 3501, 1997). Ces substances pro- 

30 inflammatoires sont liberees brutalement (phenomene denomme 
« degranulation ») lors de 1' activation mastocytaire. Dans un 
deuxieme temps se met en place une reponse secondaire, liee a 
la synthese de novo de mediateurs tels que les leucotrienes, 
prostaglandines, PAF (platelet activating factor), mais aussi 

35 d'interleukines (IL4, IL5, IL6, IL10, IL12, IL13) , de 
cytokines (TGF-beta, IFN-gamma, GM-CSF) et de chimiokines 
(MCP-1, IL8, RANTES) (BEFUS, Reg. Immunol., 2, 176, 1989 ; 
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MOQBEL et al., Immunology, 60, 425, 1987). L'ensemble de ces 
facteurs participe activement a 1' enclenchement d'un 
processus inf lammatoire et a la mise en place d' une reponse 
immunitaire specif ique dependante des lymphocytes T. 

Les mastocytes constituent en fait une population 

cellulaire tres heterogene. 

Deux sous-populations mastocytaires distinctes 
qui presentent des caracteristiques biochimiques et 
fonctionnelles tres differentes ont ete caracterisees : les 
mastocytes muqueux et les mastocytes sereux. Ces deux sous- 
populations peuvent etre dif f erenciees par les substances 
actives elaborees et stockees dans les granules. Ainsi, chez 
la souris les mastocytes muqueux produisent principalement de 
1' histamine, de la chymase et du chondroltine sulfate A et E, 
15 et les mastocytes sereux produisent principalement de 
1' histamine, de la serotonine, de la chymase, de la tryptase 

et de l'heparine. 

Chez l'homme les mastocytes muqueux egalement 
denommes MC T (tryptase +) produisent principalement de 
20 1' histamine, de la tryptase, de l'heparine, et du 
chondroltine sulfate A et E, et les mastocytes sereux 
egalement denommes MC TC (tryptase + et chymase +) produisent 
en outre de la chymase. 

Les mastocytes sont derives de precurseurs 
25 hematopoletiques (GALLI, Lab. Invest. 62, 5-33, 1990). Des 
populations de mastocytes ont ete obtenues a partly de 
cultures de moelle osseuse de souris (RAZIN et al., J. Biol. 
Chem., 257, 7229-7236, 1982; DAYTON et al., Proc. Natl. 
Acad..' Sci. USA, 85, 569-572, 1988) en presence de milieux 
conditionnes ou en presence d'IL3. A partir d'une suspension 
de cellules hematopoletiques de souris, on obtient une 
population pure de mastocytes en 3 semaines. 

L'obtention de cultures in vitro de mastocytes 
humains s'est averee plus difficile. Des cultures de cellules 
35 de moelle osseuse ou de cordon ombilical en presence d' IL3 
ont conduit a 1' apparition de granulocytes basophiles 
(TADOKORO et al . , J. Exp. Med., 158, 857-871, 1983). La 
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co-culture de cellules de cordon ornbilical humain avec des 
fibroblastes 3T3 de souris a toutefois permis d'obtenir des 
mastocytes matures apres-quatre semaines de culture (ISHIZAKA 
et al., Current Opinion in Immunology, 5, 937-943, 1993 ; 
5 FURITSU et al., Proc. Natl. Acad. Sci . USA, 86, 10039-10043, 
1989). II a ensuite ete montre (ISHIZAKA et al., publication 
precitee) que la dif f erenciation et la proliferation des 
mastocytes humains in vitro depend du ligand c-kit (egalement 
denomme SCF pour : « Stem Cells Factor ») produit par les 
10 cellules 3T3. 

Les cultures de mastocytes constituent un outil 
utile pour 1' etude des mecanismes impliques dans differents 
phenomenes inf lammatoires et/ou immunitaires, par exemple 
dans le cadre de la reponse allergique, ou de la reponse 
15 immunitaire a 1' agression par divers pathogenes, notamment 
des parasites. Cependant on n'a jusqu'a present reussi a 
differencier et maintenir in vitro des cultures de mastocytes 
que dans le cas des cellules humaines ou de rongeurs ; en 
outre on ne dispose actuellement que d'un petit nombre de 
20 lignees de mastocytes. 

La presente invention a pour but de fournir des 
cultures de mastocytes provenant du pore, et des lignees de 
mastocytes issues de ces cultures. En effet, outre son 
interet economique, le pore constitue un modele de plus en 
25 plus utilise dans le cadre d' etudes physiologiques et 
cliniques. D' autre part, le pore heberge des parasites 
transmissibles a l'homme (Trichinella, cysticerques, 
toxoplasme), et 1' etude du role joue par les mastocytes dans 
les mecanismes de defense vis-a-vis de ceux-ci, presente un 
grand interet du point de vue de la sante animale et de la 
sante publique (prophylaxie medicale) . 

Des etudes precedentes ont montre que 
1' etablissement de lignees de mastocytes humains et de 
rongeurs uniquement isolees a partir de tumeurs 
35 (mastocytomes) necessitait la presence d'une seule cytokine 
specif ique dans le milieu de culture. 
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La presence de mastocytomes de pore est une 
eventualite extremement rare, ce qui a interdit a ce jour, 
1' obtention de lignees de mastocytes de cette espece. 

Les Inventeurs sont maintenant parvenus a mettre 
5 au point une methode de culture, en presence de 2 cytokines 
specif iques, permettant 1' obtention, a partir de precurseurs 
hematopoletiques du foie ou de la moelle osseuse, d'une 
population pure de mastocytes porcins, et son maintien en 
culture pendant une tres longue duree. 

10 lis sont en outre parvenus a obtenir, a partir de 

cette culture, des cellules immortalisees, conservant les 
caracteristiques des mastocytes d'origine. 

La presente invention a en consequence pour objet 
un procede d' obtention d'une culture de mastocytes porcins 

15 caracterise en ce qu'il comprend la mise en culture de 
cellules souches obtenues a partir du foie ou de la moelle 
osseuse d'un foetus de pore, dans un milieu comprenant au 
moins 0,2 ng/ml, avantageusement de 0,5 a 10 ng/ml, de 
preference de 1 a 5 ng/ml, et de maniere tout a fait preferee 

20 environ 2 ng/ml d' IL-3 porcin, et au moins 8 ng/ml, 
avantageusement de 20 a 200 ng/ml, de preference de 40 a 
120 ng/ml, et de maniere tout a fait preferee environ 
80 ng/ml de SCF porcin. 

Selon un mode de mise en ceuvre prefere de la 

25 presente invention, les cellules sont cultivees dans ce 
milieu pendant au moins 60 a 70 jours pour obtenir 100% de 
mastocytes. 

Selon un autre mode de mise en ceuvre prefere de 
la presente invention, ledit procede comprend en outre la 

30 transformation de ladite culture par un oncogene 
immortalisant . 

La presente invention a egalement pour objet 
toute culture de mastocytes porcins susceptible d'etre 
obtenue par le procede conforme a 1' invention. 

35 Au moins 90%, de preference au moins 95%, et de 

maniere tout a fait preferee au moins 99% des cellules de 
cette culture presentent les caracteristiques suivantes : 
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- elles renferment des granulations contenant de 
1' histamine et de l'heparine ; 

- elles expriment le recepteur c-kit et le 
recepteur des IgE. 

5 La presente invention englobe notamment toute 

sous-population, lignee, ou clone de mastocytes pouvant etre 
obtenu a partir des cultures de mastocytes porcins conformes 
a I 1 invention. 

Le terme « culture » designe ici, de maniere 
10 generale, une cellule ou un ensemble de cellules cultivees in 
vitro. Une culture developpee directement a partir d'un 
prelevement cellulaire ou tissulaire effectue sur un animal 
est denommee « culture primaire ». Le terme « lignee » est 
employe a partir du moment ou au moins un passage, et 
15 generalement plusieurs passages consecutifs en sous-culture 
ont ete effectues avec succes, et designe toute culture qui 
en est issue. Le terme « clone » designe un ensemble de 
cellules issues d'une seule cellule d'une culture primaire ou 
d'une lignee (SCHAEFFER, In Vitro Cellular and Developmental 
20 Biology, 26, 91-101, 1990). 

La presente invention a ainsi plus 
particulierement pour objet : 

- une lignee de mastocytes issus de cellules 
souches du foie fcetal de pore, deposee aupres de la CNCM 
(Collection Nationale de Cultures de Microorganismes, 
Institut Pasteur, 26 rue du Docteur Roux, 75724 PARIS CEDEX 
15, France) le 17 octobre 2001, sous le numero 1-2735. 

- une lignee de mastocytes issus de cellules 
souches du foie fcetal de pore et transfectes par 1' oncogene T 

0 du virus SV40, deposee aupres de la CNCM le 17 octobre 2001, 
sous le numero 1-2736. 

- une lignee de mastocytes issus de cellules 
souches de la moelle osseuse d'un foetus de pore et 
transfectes par 1' oncogene T du virus SV40, deposee aupres de 

5 la CNCM le 17 octobre 2001, sous le numero 1-2734. 

Toutes ces cellules peuvent etre cultivees dans 
les conditions definies ci-dessus. 
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Le maintien en culture ne necessite toutefois pas 
la presence d'IL-3, et le SCF peut etre utilise a des doses 
plus faibles que celles utilisees pour l'obtention des 
cultures. Ainsi on peut utiliser le SCF a des concentrations 
5 a partir de 2 ng/ml, de preference a des concentrations de 5 
a 100 ng/ml, avantageusement de 8 a 80 ng/ml. Ces cellules 
peuvent egalement etre maintenues en culture en 1' absence de 
SCF et d'IL-3 pendant environ 2 mois. 

Les mastocytes conformes a 1' invention peuvent 
10 notamment etre utilises comme modeles pour etudier 
1' activation mastocytaire en reponse a un allergene, ou a un 
parasite. lis presentent un interet tout particulier en tant 
que modele in vitro pour 1' etude des mecanismes immunitaires 
qui sont impliques dans 1' acquisition d' une immunite 
15 protectrice vis-a-vis de nematodes parasites. A titre 
d' exemple, on citera 1' etude des mecanismes impliques dans la 
mise en place d'une immunite locale apres 1' infestation des 
cellules epitheliales intestinales par Trichinella. 

Les mastocytes conformes a 1' invention peuvent 
20 egalement etre utilisees pour identifier les antigenes 
intervenant dans 1' activation des mastocytes non seulement 
chez le pore, mais egalement chez d' autres animaux, y compris 
l'homme, en particulier dans le cadre du criblage d' antigenes 
potentiellement utilisables pour l'obtention de vaccins ou de 
25 reactifs de diagnostic. On peut notamment tester ainsi des 
antigenes recombinants ou synthetiques , sur la base de leur 
capacite a activer in vitro ces mastocytes. 

Dans le cas de Trichinella par exemple, ces 
antigenes peuvent avoir des applications pour le diagnostic 
30 des trichinelloses animales (diagnostic precoce de la 
trichinellose des suides) , ou pour le developpement de 
vaccins (par exemple vaccination par voie mucosale) . 

La presente invention sera mieux comprise a 
l'aide du complement de description qui va suivre, qui se 
35 refere a des exemples non-limitatif s decrivant l'obtention de 
cultures et de lignees de mastocytes porcins conformes a 
1' invention. 
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EXEMPLE 1 : ISOLEMENT DE POPULATIONS PORES DE MASTOCYTES A 
PARTIR DE MOELLE OU DE FOIE DE IXETOS DE PORC 

Prelevement et mise en culture des cellules 

Les prelevement s ont ete realises a partir de 
7 foetus d'une truie Meishan au 77 toe jour de gestation ; 
7 foies et 8 femurs ont ete preleves . 
Recolte des cellules du foie 

Les foies ont ete broyes et les cellules 
individualists avec 20 ml de trypsine 0,5% EDTA 5 mM, dans 
un bain marie a 37 °C pendant 15 mn. Apres incubation, une 
filtration sur des gazes steriles a ete realisee en 
effectuant plusieurs rincages avec du milieu DMEM (GIBCO) , 
supplements en SVF a 15%, Penicilline/Streptomycine 100 U/ml, 
Glutamine 2 mM (milieu DMEM complet) . 
15 Apres une centrif ugation de 5 mn a 1000 g, un 

gradient de ficoll a ete utilise afin d'eliminer les 
hematies ; le culot est repris dans 25 ml de milieu DMEM pour 
17 ml de ficoll. Une centrif ugation a ete effectuee a 1500 g 
pendant 25 mn, 1'anneau de cellules blanches est ensuite 
preleve et rince deux fois en milieu DMEM complet. 

Le culot a ete ensuite recupere dans 10 ml de 
milieu MEM a (GIBCO) et une numeration cellulaire a ete 
realisee (soit 2.10 6 cellules /ml ) . 

Les cellules ont ete ensemencees, a raison de 
25 4.10° cellules/ml, dans une flasque avec 5 ml de milieu MEM a 
supplements en SVF (serum de veau foetal) a 15%, 
Penicilline/Streptomycine 100 U/ml, Glutamine 2 mM, PGE2 
(prostaglandine E, Sigma) a 1 pM final (milieu MEM a 
complet), en presence d' IL3 (2 ng/ml) et de SCF (80 ng/ml) 
30 porcins recombinants (BIOTRANS PLANT) . 

Recolte des cellules de la moelle osseuse 

Les femurs de foetus ont ete coupes a l'aide de 
ciseaux a chaque extremite et la moelle osseuse a ete 
recoltee par perfusion a l'aide d'une seringue contenant du 
35 PBS. 
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Une fois rincees en PBS, les cellules ont ete 
ensemencees, a raison de 2,4.10 6 cellules/ml, dans ■ une 
flasque avec 20 ml de milieu MEM a complet en presence d' IL3 
porcin (2 ng/ml) et de SCF porcin (80 ng/ml) . 
Culture des cellules 

Les flasques sont placees a l'etuve a 37 °C en 

presence de C0 2 (a 5%) . 

Les cellules sont reensemencees toutes les 
semaines a raison de 10 6 cellules/ml, dans du milieu MEM a 
complet en presence d' IL3 porcin (2 ng/ml) et de SCF porcin 
(80 ng/ml) . 

Des echantillons sont preleves a intervalles 
reguliers pour effectuer une numeration cellulaire. Apres 
cytocentrifugation et coloration au bleu de toluidine, le 
pourcentage de mastocytes est obtenu par comptage au 
microscope . 

Les resultats sont rapportes dans le tableau I 

ci-apres . 

TABLEAU I 



Age de la 
Culture en jours 



5 

12 
19 
26 
33 
40 
47 
54 
60 



67 
74 
82 
89 
90 
97 
104 



Cellules de 
moelle osseuse 
10 6 /ml 



0,7 
0,5 
0,9 
0,4 
0,5 
0,7 
0,3 
0,6 
1,3 



1,7 
1 

1,8 
1 
1 



Mastocytes % 



0 

rares 
5 

30 
70 
80 
80 
90 
100 



100 
100 
100 
100 
100 



Cellules de foie 
10 6 /ml 



3 
0,6 
0,4 
0,4 
0,3 
0,3 
0,4 
0,4 
0,6 



1,1 
0,8 

1,1 
0,8 
0,7 
1,3 
0,9 



% Mastocytes 



0 

70 
80 
80 
80 
80 
80 
90 
90 



100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 



20 



La cinetique des cultures, quelle que soit leur 
provenance tissulaire, revele qu' apres une periode de 
60 jours (moelle osseuse) et de 67 jours (foie foetal), la 
population cellulaire subit un accroissement sensible, 
notamment pour les cellules d' origine medullaire. 
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accroissement correspond au passage d' une culture mixte a une 
population homogene 100% de mastocytes. 

Ces cellules demeurent capables de se multiplier 
apres congelation/decongelation . 

A ce jour, apres 714 jours de culture, les 
mastocytes sont viables et continuent de se multiplier. 
Caracterisation des cellules 

Les mastocytes sont mis en evidence par 
coloration au bleu de toluidine et coloration de May Grunwald 
et Giemsa. L'heparine et 1' histamine des granulations sont 
revelees par coloration au sulfate de berberine et au bleu 
alcian-saf ranine . 

Les mastocytes en culture apparaissent arrondis 
avec un rapport nucleo-cytoplasmique eleve. Le noyau est 
15 arrondi, le plus souvent central ou excentre non segmente ; 
dans le cytoplasme les granulations sont nombreuses, de 
couleur violet fonce a rouge ; le nombre et la taille des 
granulations varient : elles sont petites et peu nombreuses 
dans les cellules considerees comme immatures ; elles sont 
nombreuses et volumineuses dans les cellules considerees 
comme matures . 

Apres coloration au sulfate de berberine, on 
observe au microscope a fluorescence des granulations 
colorees dans le cytoplasme des mastocytes, correspondant aux 
25 granules contenant de l'heparine. La quantite d'heparine 
apparait variable d'une cellule a 1' autre ; cette variation 
peut etre en relation avec le stade de maturation des 
cellules . 

Apres coloration au bleu alcian-saf ranine, les 
30 grains d'heparine sont colores en rouge par la saf ranine et 
les grains d' histamine en bleu par le bleu alcian. On observe 
dans certaines cellules un fort marquage de l'heparine, comme 
dans le cas de la coloration par la berberine. 

La caracterisation morphologique a ete completee 
35 par une observation en microscopie electronique . 
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Les mastocytes de pore observes sont des cellules 
de grande taille (16 urn) . lis ont un gros noyau clair, 
souvent excentre, a contour regulier, avec une chromatine 
legerement marginee. Dans le noyau, on observe un a deux 
5 nucleoles volumineux en position centrale. Le cytoplasme est 
assez abondant, il contient des ribosomes, de nombreuses 
mitochondries volumineuses, et de nombreuses granulations. 

Les granulations apparaissent entourees d'une 
membrane simple, contenant un materiel plus ou moins dense 

10 aux electrons, d' aspect irregulier avec des particules 
petites ou moyennes, parfois des structures en forme de 
batonnets plus ou moins reguliers. Ces granulations sont du 
meme type que celles decrites dans des mastocytes humains en 
culture (EGUCHI, Electron. Microsc. Rev., 4(2), 293-318, 

15 1991) . 

Mj se en evidence du recepteur c-kit et du recepteur des IgE 

La presence de ces recepteurs a ete mise en 
evidence par immunohistochimie . 
Kecepteur c-kit 

20 Ce recepteur a ete detecte en utilisant 

l'anticorps polyclonal C19 de lapin anti c-Kit humain (TEBU) , 
qui reconnait egalement le recepteur c-kit porcin. 

Des marquages indirects a differents temps de 
culture ont ete realises sur lames apres cytocentrif ugation 

25 des cellules. Deux anticorps polyclonaux ont ete utilises : 
ler) l'anticorps C19, 2eme) l'anticorps de chevre anti lapin 
FITC (fluoresceine) (TEBU). Des cellules HMCI (provenant d'un 
mastocytome humain) ont ete utilisees comme temoin positif. 

- Apres cytocentrifugation les cellules sont 
30 fixees avec du methanol pendant 5 nun. 

- Elles sont ensuite sechees a l'air et rincees a 
2 reprises en PBS+BSA 1% pendant 5 mn. 

- Incubees ensuite avec du serum de chevre a 5% 
pendant 20 mn a temperature ambiante en chambre humide. 

35 - 2 rincages de 5 mn en PBS+BSA 1%. 
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- Incubees avec le l er anticorps (C 19 au 1/50^) 
lh30mn a 37 °C en chambre humide. 

- 2 rincages en PBS+BSA 1% (2x5 mn) . 

- Incubees avec le 2* me anticorps (chevre anti- 
5 lapin FITC au l/200 6me ) 1 h 30mn a 37 °C en chambre humide. 

- 2 rincages de 5 mn en PBS. 

- Les lames sont montees en mowiol . 

La lecture est effectuee au microscope a 
fluorescence. 

On observe un rnarquage positif membranaire sur la 
quasi-totalite des cellules ; ce rnarquage est identique a 
celui observe sur les cellules temoins HMCI, ce qui montre 
que les cellules analysees possedent des recepteurs c-kit. 
Recepteur des IgE 

15 Des marquages directs a differents temps de la 

culture ont ete realises en cytometrie de flux sur les 
mastocytes en culture avec un anticorps anti IgE de souris 
FITC. On a utilise comme temoin positif des cellules RBL 
(lignee de basophiles de rat transformer en mastocytes). 

20 ~ On utilise 1 ml de cellules en culture a 

environ 10 6 cellules/ml pour chaque tube. 

- Les cellules sont centrifugees pour eliminer le 
milieu de culture. 

- Les culots sont repris dans 1 ml de PBS+BSA 1%, 
25 et incubes pendant 30 mn a +4°C. 

- Les tubes sont centrifuges et les culots sont 
repris dans lOOpl d' anticorps anti IgE souris FITC dilue au 
4/100 eme , incubes lh30 mn a +4°C. 

- On effectue un rincage dans 2 ml de PBS, puis 
les tubes sont centrifuges. 

- Les culots sont recueillis dans 1 ml de PBS. 
La lecture est faite en FACS. 

A partir de J60 pour les cultures issues de la 
moelle osseuse, et de J67 pour les cultures issues du foie, 
99% des cellules sont marquees ; le rnarquage est identique 
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sur les cellules temoins RBL. II apparait done que les 
cellules analysees possedent le recepteur a 1'IgE. 

A J639, les profils de FACS montrent, pour les 
mastocytes du foie, deux populations cellulaires ; une 
5 population qui exprime faiblement les recepteurs aux IgE 
(17,5%) et une population qui exprime fortement les 
recepteurs aux IgE 82,5%. 
Analyse de 1'ADN genomique des cellules 

20 microsatellites du panel diversifies du genome 
10 de pore ont ete analyses a partir de l'ADN des cellules en 
culture (preleve 489 jours apres la mise en culture) et de 
celui du verrat et de la truie parents des 7 foetus sur 
lesquels ont ete preleves le foie et la moelle osseuse. Les 
marqueurs choisis sont tres polymorphes et repartis sur la 
15 quasi-totalite des chromosomes. 

Les resultats obtenus sont les suivants : 

- La verification mendelienne est satisf aisante, 
les cellules proviennent bien de foetus dont les parents 

etaient identifies ; 
20 - Pour 4 marqueurs principaux identifies, IGFI, 

S0026, S0226 et SW240, les tallies observees correspondent 
aux alleles majoritaires ; 

- Quel que soit le marqueur, les genotypes des 
differents echantillons d'ADN des cultures de mastocytes de 

25 foie foetal, et de moelle fcetale sont identiques. 

L'ADN genomique des cellules n'a pas ete modifie 
pendant la culture (au moins pendant 489 jours, date de la 
preparation des echantillons d'ADN). 

Isolement de populations pures de mastocytes a partir de 
30 moelle ou de foie de foetus de pore de r ace Large White 

• Les prelevements ont ete realises a partir de 
5 foetus d'une truie Large White au 77 6nie jour de gestation ; 
7 foies et 8 femurs ont ete preleves. 

Les cellules ont ete isolees et mises en culture, 
35 a partir du foie ou de la moelle, comme decrit ci-dessus pour 
les cellules fcetales de race Meishan. 
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Des cultures pures de mastocytes de moelle 
osseuse ou de mastocytes de foie ont ete obtenues apres 112 
jours de culture. 

EXEMPLE 2 : OBTENTION DE LIGNEES DE MASTOCYTES DE PORC 
5 TRANSFEREES PAR UN ONCOGENE. 

Immortalisatio n des cellules en culture 

Un prelevement de 2.10 5 mastocytes de foie foetal 
a 202 jours de culture est transfecte par lipofection en 
utilasant le vecteur pLM13, prealablement linearise par 
10 1< enzyme de restriction Seal associe a un liposome 
artificxel, FuGENE6 (BOEHRINGER-MANNHEIM) . Le vecteur pLM13 
comprend les sequences codant pour un mutant thermosensible 
de 1' oncogene T (Tts) du virus simien vacuolisant SV40, et 
celles codant pour le gene neo (resistance a la geneticine) 
5 Ces sequences sont sous le controle d'un promoteur de 
cytomegalovirus . 

La presence de 1' oncogene Tts dans l'ADN 
genomique des cellules transferees a ete observee par PGR 
L' expression de Tts a ete revelee par RT-PCR a partir d'une 
preparation d'ARN messagers des memes cellules. 
Croissance des mastocytes transfectes 

Une courbe de croissance a ete realisee sur les 
cellules non transferees et sur les cellules transferees de 
J470 a J511, soit pendant 41 jours de culture. A partir d'une 
concentration initiale de 5.10 5 cellules/ml, les cellules ont 
ete comptees tous les jours et rapportees a cette 
concentration initiale, pour evaluer le nombre de divisions 
Les resultats sont illustres par la Figure 1. En abscisse, le 
temps de culture (en jours) ; en ordonnee le nombre de 
divisions . 

On observe une difference de croissance entre les 
mastocytes de foie non transfectes (□) et transfectes (A). 
Le temps de division pour les mastocytes non transfectes est 
en moyenne de 6 jours, alors qu'il est de 5 jours pour les 
mastocytes des foies transfectes (Figure 1). 
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Caracterisation des lignees obtenues 

Les cultures de mastocytes transfectes 
presentent, au niveau de leur morphologie et de la presence 
d'heparine, les memes caracteristiques que les cultures de 
5 mastocytes non-transf ectes . 

Elles possedent egalement les memes 
caracteristiques du recepteur c-kit. Toutefois, en ce qui 
concerns le recepteur des IgE, au lieu des deux populations 
cellulaires observees a J639 dans le cas des cultures de 
10 mastocytes de foie non transfectes, on observe une seule 
population. 

EXEMPLE 3 : PRODUCTION D' HISTAMINE PAR LES MASTOCYTES EN 
CULTURE. 

Dosages d' histamine dans les mastocytes : 

15 Des dosages d' histamine ont ete realisees sur les 

trois lignees cellulaires CNCM 1-2735 (foie), CNCM 1-2736 
(foie transfecte par 1' oncogene Tts de SV40) et CNCM 1-2734 
(moelle osseuse transferee par 1' oncogene Tts de SV40) a 976 
jours de culture. Les cellules sont placees dans du milieu 

20 MEMa complet sans serum. 

1) Preparation des cellules : 

50000 cellules de chaque lignee ont ete activees 
pendant 30 minutes a 37 °C en presence de 5% de C0 2 , par 
500 uM d'ionophore calcique A23187 et 5 uM de PMA (phorbol 

25 myristate acetate) . Le meme nombre de cellules de chaque 
lignee a ete place a 37 °C pour servir de controle non-active. 

Les cellules sont ensuite centrifugees et les 
surnageants ainsi que les culots sont recuperes et congeles a 
-80°C jusqu'au moment du dosage de 1' histamine. 

30 2) Dosage de 1 / histamine : 

Le dosage de 1' histamine a ete realise dans les 
surnageants et les culots selon la technique decrite pat 
LEBEL (Ann. Biochem. 133, 16-29, 1983). 

Les resultats sont illustres par le Tableau II ci-dessous. 
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UGNEE/TRAITEMENT 


HISTAMINE DANS 
SURNAGEANT 
(ng/ml) 


HISTAMINE DANS 

PI tl HT 1 1 II AiDrr 

OULUI OfcLLULAIRe 
(ng/10 6 cellules) 


LIBERATION 
D'HISTAMINE (%) 


1-2735 non activee 


14 


1583 


48 


1-2735 activee 


449 


466 


1-2734 non activee 


16 


I 1460 


28 


1-2734 activee 


250 


600 


i i-2736 non activee 


23 


4380 


25 


1-2736 activee 


593 


1760 



10 



La concentration d' histamine dans les surnageants est plus 
importante dans les cellules activees que dans les cellules 
non activees. 

Le pourcentage de liberation d' histamine par les cellules 
activees est calcule en utilisant la formule suivante : 

S - S Controle x 100 



% de liberation = 



(S+P) - s Controle 



dans laquelle : 

S= Histamine dans le surnageant 
C= histamine dans le culot. 
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RE VEN D I CAT I ON S 

1) Procede d'obtention d'une culture de 
mastocytes porcins, caracterise en ce qu' il comprend la mise 
en culture de cellules souches obtenues a partir du foie ou 
de la moelle osseuse d'un fcetus de pore, dans un milieu 
comprenant au moins 0,2 ng/ml d'IL-3 porcin et au means 

8 ng/ml de SCF porcin. _ # 

2) Procede selon la revendication 1, caracterise 
en ce que lesdites cellules sont maintenues en culture dans 
ledit milieu pendant au moins 60 a 70 jours. 

3) Procede selon une quelconque des 
revendications 1 ou 2, caracterise en ce qu'il comprend en 
outre la transformation de cellules de ladite culture par un 

15 oncogene immortalisant . 

4) Culture de mastocytes porcins susceptible 
d'etre obtenue par un precede selon une quelconque des 

revendications 1 a 3. 

5) Culture de mastocytes porcins selon la 

20 revendication 4, choisie parmi : 

_ ia lignee deposee aupres de la CNCM le 

17 octobre 2001, sous le numero 1-27 35 ; 

- la lignee -deposee aupres de la CNCM le 
17 octobre 2001, sous le numero 1-2736 ; 
25 - la .lignee deposee aupres de la CNCM le 

17 octobre 2001, sous le numero 1-2734. 

6) Utilisation d'une culture de mastocytes 
porcins selon une quelconque des revendications 4 ou 5 en 
tant que modele d' etude de 1' activation mastocytaire . 

o 0 " 7 ) Utilisation d'une culture de mastocytes 

porcins selon une quelconque des revendications 4 ou 5, pour 

le criblage in vitro d' antigenes capables d'mduire 
1' activation des mastocytes. 
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